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概    要  
 細胞周期の制御因子である分裂後期促進因子（Cdh1-APC）は、分化後の神経細胞においても機能を
持ち、軸索の伸長を特異的に制御する。本研究課題では Cdh1-APC が神経細胞において軸索という特
定の細胞形態を制御する機構を明らかにする。細胞内で位置情報を担う要因として微小管の翻訳後修飾
の関与を仮定し、これによって Cdh1-APC の下流因子が選択的に軸索に局在する可能性の検証を試み
る。今期は、小脳の顆粒細胞の低密度培養とイメージングの解析系を立ち上げ、顆粒細胞において微小
管修飾に依存した軸索への選択的輸送機構が存在することを示した。また、Cdh1-APC の下流で誘導さ
れる分子のうち、軸索に局在する分子が存在することを観察した。今後、これらの因子の局在が微小管
修飾に依存することを示し、その分子機構と脳回路形成における機能を明らかにする。 
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軸索伸長制御における Cdh1-APC の機能は小脳
顆粒細胞を用いて明らかにしてきたため、本研究
では引き続き小脳顆粒細胞を用いて解析を進める
ことにした。一方、微小管修飾を介した軸索への
局在制御は海馬錐体細胞を用いた解析により報告
をしている。これは Banker らによって海馬錐体細
胞の低密度が確立され、この細胞を用いて神経極
性の制御や軸索への輸送特性などの解析が進んで
きたことによる。申請者の仮説を検証するために、
本研究課題では以下項目を具体的な目的とし実験
を行った。（1）小脳顆粒細胞においても低密度で
の培養を確立し、軸索や樹状突起への分子局在を
解析する系を確立する。（2）小脳顆粒細胞におい
ても微小管修飾（チロシン化）に依存して軸索へ
の輸送が制御されることを示す。（3） Cdh1-APC
の下流で制御される因子のうち、軸索に局在する
分子を同定する。 
 
 
 
 
（1）小脳顆粒細胞は高密度で培養することで軸
索や樹状突起を伸長させ、長期間安定的に生存さ
せることが可能である。生後 5 日のマウス小脳か
ら顆粒細胞を調整し、低密度（~4000 個/cm2）で
培養を行った。この密度では数日で細胞は死滅し
てしまうが、フィーダー細胞として高密度の顆粒
細胞自身、または生後 1 日のマウス大脳皮質から
調整したアストロサイトと向かい合わせに共培養
することで、維持することが可能になった。軸索
と樹状突起のマーカーである Tau1 抗体と MAP2
抗体により免疫染色を行った結果、低密度で培養
した顆粒は１本の軸索と樹状突起を形成し、正し
く極性を形成することが確認された。 
（2）海馬錐体細胞においては、キネシンのモー
ター領域に GFP 蛍光タンパク質を融合した分子
（KIF5-GFP）はキネシンの軸索認識の機構により
軸索に特異的に輸送される。顆粒細胞（7DIV）に
おける KIF5-GFP の局在を解析した結果、海馬錐
体細胞と同様に軸索の先端に特異的に局在が確認
された。さらに、微小管チロシン化酵素である TTL
の siRNA を細胞に導入し、微小管修飾を阻害する
ことで、軸索のみに観察された KIF5-GFP のシグ
ナルが樹状突起にも検出された（図１）。このこと 
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図 1：TTL阻害による顆粒細胞内の KIF5-GFPの局
在変化 (スケール;20μm)  
から、微小管のチロシン化による翻訳後修飾は海
馬錐体神経細胞のみならず小脳顆粒細胞において
もキネシンの輸送方向の制御を介して軸索への特
異的な物質輸送に寄与していることが示唆された。
（3）これまでの研究で、Cdh1-APC は核内にお
いて転写因子 SnoN のユビキチン化-タンパク質分
解を介して転写を制御し、軸索の伸長を抑制する
ことが明らかとなっている。Ikeuchi らにより、
DNA マイクロアレイを用いて小脳顆粒細胞にお
ける SnoN の標的因子の探索がなされた。SnoN の
抑制により半分以上に発現が減少した 8 遺伝子の
うち、細胞骨格や細胞接着への関与が示唆される 4
因子（Tropomyosin1, Tropomyosin3, Ccd1, 
Talin1）を Cdh1-APC-SnoN の下流で直接的に軸
索形態を制御する因子の候補とし、これらの因子
が軸索に局在するか否かについて確認を行った。
Tropomyosin1, 3については Iowa 大学のハイブリ
ドーマバンクから抗体を入手し免疫染色を行った。
Ccd1, Talin1については Harvard大学 Bonni博士、
Leicester 大学 Critchley 博士との共同研究として
GFP 融合タンパク質の発現ベクターを入手した。
低 密 度 で 培 養 し た 顆 粒 細 胞 に お い て
Tropomyosin1, Tropomyosin3 の免疫染色を行っ
図２：培養２日目の Tropomyosin1の
免疫染色。矢尻は軸索を示す。
たところ、Tropomyosin3 は神経細胞において発現
が弱かったが、Tropomyosin1 は神経細胞の軸索に
局在が観察された（図２）。
また、GFP-Ccd1 を発現した顆粒細胞でその蛍
光シグナルの分布を観察した結果、突起を伸長し
はじめた神経細胞において軸索の先端に局在が観
察された。より形態形成の進んだ神経細胞では樹
状突起にもシグナルが観察され、極性の確立、軸
索の形成が行われる初期の神経細胞で一過的に軸
索に局在する可能性が示唆された。GFP-Talin1 は
細胞全体に分布が観察された。これまでの研究で、
本研究課題を遂行するための実験系を確立し、微
小管修飾を介した軸索輸送制御の普遍性を示すこ
とができた。また、Cdh1-APC の下流因子のうち
少なくともTropomyosin1およびCcd1は軸索に局
在することが示され、これらの因子が局所的に神
経突起の形態を制御する可能性が示唆された。今
後これら Cdh1-APC 下流因子の局在解析を継続す
ると共に、微小管の修飾に依存して細胞内局在が
変化するか否かを解析する予定である。
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